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Plasmides for the highly effective expression of unfused filamentous haemagglutinin from Bordetetella pertussis for use in 
the manufacture of acellular and oral live vaccines against whooping cough, and hosts for these plasmides. 

(57) Zusammenfassung 

Plasmide zur hochwirksamen Expression von unfusioniertem filamentosen Haemagglutinin aus Bordetella pertussis fur 
die Herstellung von azellularen und oralen Lebend-lmpfstoffen gegen Keuchhusten sowie Wine fur diese Plasmide. 
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Plasmide zur FHA-Expression und Wirte 



Plasmide zur hochwirksamen Expression von unfusioniertem fila- 
mentdsen Haemagglut inin aus Bordetella pertussis fur die Her- 
stellung von azellularen und oralen Lebend-Impf stof f en gegen 
Keuchhusten sowie Wirte fur diese Plasmide 

Bordetella pertussis ist fur die Entstehung von Keuchhusten ver- 
antwortlich, eine Erkrankung der Atmungswege vor aliem bei Kin- 
dern, die bei starkster Ausbildung zu ernsten Komplikationen und 
zum Tode fuhren kann . Obgleich Gesamt zell impf st of f zube re i tungen , 
die routinemaBig in Kombination mit Diphtherie- und Tetanus- 
toxoiden verabreicht werden, einen guten Schutz gegen eine 
ernsthafte Erkrankung bieten, macht man sich zunehmend Sorgen urn 
die Nebenwirkungen der Impf stof fe, was dazu gefuhrt hat. dai3 die 
Anzahl der geimpften Kinder abgenommen hat una dement sprechenc 
Keuchhusten zunimmt. 

Bordetella pertussis liefert eine Anzahl von viruienten Fakto- 
ren, deren Synthese positiv durch die Produkte des bvg-Locus ( 1 < 
reguliert wird, zu denen Pertussis-Toxin, Adenyiat -Cyclase , fi- 
lamentdses Haemagglut inin ( FHA ! , Fimbriae und Hauptproteine der 
AuBehmembran gehdren (2). Einige dieser De terminanten sind po- 
tentielle Antigene zur Einfugung in eine neue Generation azellu- 
larer, atoxischer, nicht-reaktogenischer Impfstoffe. Eine der 
erf olgversprechendsten Komponenten fiir einen derartigen Impf- 
stoff ist FHA, das eine Hauptrolie bei der Anlagerung von Bakte- 
rien und der nachf olgenden Besiedlung des epitheiialen At- 
mungstrakts wahrend der friihen Erkrankungsstadien spieit. Ferner 
kann FHA die Super infekt ionen begunstigen, die ubl icherwe ise die 
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ErkranKuns erschweren. aa sich anoere BaKxerxen axeses brucKen- 
bli aenaen Adhesins (3, bedienen .cnnen una aa MaKroonagen- 
anlW0 rt ais Foige spezifischer WechselwirKungen beeintracnugi 
u-erden icann. die durca FHA vermi"elt verden (4;. 

Bei aer Hersteiiun? von FHA filr aceiiuxare Impfsxoife sind axe 
Fermentxerung von B. pertussis, exnem numanen pa.no ic g i scnen t r- 
re .er (Probieme aer sicneren Hersxeliung > una hexkien Mikroorga- 
nismus erf order* em teures Medium; mit langsamen Wacnstums- 
raien (iange Fer,entauonszeuen. ger xnge Ausbeuxen , . una axe 
Ve-unreiniaung von FHA-Praparax ionen mxx anaeren kran K ei:s:a«o- 
re „ orobie^isch. die zu einigen Neoenw xrkungen oexxragen K on- 
nen. dxe bexm Impfen beobachtet worden sxnd. £s sxna reKom- 
binanxe Hvbriaproieine gebiidex worden. die FHA-5«quenzen enx- 
halten (5 and 6), obgiexch Hvbriaproieine . die Anxxgene umias- 
sen die keiner Beziehung zur spezifischer, Immunanxvorx ste- 

hen. in. aiigemexnen ais fur Impf ungszv.cke unerwunscht angesenen 
wercien. 

GemaS einer Ausfuhrungsf or, der Erfinaung wird exn Piasmxa :ur 
Egression von FHA xn Escnerxchia coii oaer Saimonexxa 
(insoesonaere Salmonella xyphxmurxum; vorgesenen. Qas aaaurcn 

gekennze ichnet is* 

von Strukxurgenen nanaeit una aas Piasmxd 



daii es sich urn exn Piasmid :ut . -xpress ion 



- einen DNA-3ereich umfafit . der FHTA kodxerx . una rerner 

- eip oder mehrere Kodons axeses DN'A-Be re ic ns an ae.n 
Haupxkodongebrauch (Major Codon Usage) bei * . coii angepaBX 

sinci . 

insbesondere konnen ein oaer mehrere Koaons .. axe aen N-xermina- 
len FHA-Bereich reprasem xeren . angepatfx sein. 
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_ *5 _ 

GeraaS einer weneren Ausf uhrungsi orm cier Errindung wird ein 
Plasmid zur Expression von FHA in Escherichia coli oder Salmo- 
nella ( insbesondere Salmonella oTpnimuriumi vorgesehen, das da- 
durch gekennzeichnet ist. da3 es sich um ein Plasmid zur Expres 
sion von S trukiurgenen handeiz. und das Plasmid 

- einen DNA-3ereich umf afit , der FHA kodiert;, und rerner 

- der N- termmaie FHA-3ereich durch aen DNA-Unxerbereich geraaS 
Fig. 2D oder den folgenden DNA-uncerbereich reprasentier: 
wird:. 

i 

:HNTNLTRL7FSH7R 
ATCL^CACCAA L^: 11 ATAGA U11L.IAU11L1LA1U1UCU A 
HftL U U 1 Ul riTJUAAATATCTGAACATAAAACACTACACGCr 

i t t t i t f t 1 1 ! i 

Geraafl einer weireren Ausxiihrungsf orm wird erfindungsgemaS ein 
Expressionspiasmid (bzw. rekombinanr.es Plasmid) zur Expression 
von FHA in Escherichia coil oder Salmonella t insbesondere Saimo 
neila r7phimuriumi vorgesehen. das aaaurch gekennzeichnet. isx., 
aat3 es sich um ein Plasmid zur Expression von S trukrurgenen nan 
deit. und das Plasmid 

- einen DN*A-3ereich, der FHA kodiert. . sowie 

- in Leser ichiung vo r diesem DNA-3ereich zwei Cistrons aerar: 
umfa3t. dai3 das Ribosora am Star^i-codon dieses DNA-3ereichs i er 
neui i mil. Translation beginnt . 

Ein er^r indungsgema£es Plasmid zur Expression von FHA in Escheri 
chia coli oder Salmonella (insbesondere Salmonella -yphimurium) 
kann in Leserichtung die foigenden Merkmaie vorsehen: 
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- Promoter, 

- Shine-Dalgarno-Sequenz , 

- Erstes Cistron, beginnend mit einem Startkodon und.endend mit 
einem Stopkodon, 

- Intercistronischer Bereich, 

- Zweites Cistron, beginnend mit oder bestehend aus einem Start- 
kodon , 

- DNA-Bereich, der FHA kodiert , und 

- mindestens ein Stopkodon. 

Ein DNA-Bereich, der FHA I Wildtyp-FHA ) kodiert, lie.gr in pRMB2 
vor. Unter DNA-Bereich werden im vorliegenden Zusammennang fer- 
ner DNA-Sequenzen verstanden, die gieichfalls Wildtyp-FHA ko- 
dieren, jedoch von dem in pRMB2 vorliegenden DNA-Bereich abwei- 
chen . 

Bei dem erf indungsgemaBen Plasmid kann dem DNA-Bereich, der FHA 
kodiert, der bvg-Locus von B. pertussis fehien. 

Das erfindungsgemaBe Plasmid kann unter Verwendung eines pEX- 
Vektors konstruierbar sein, beispieiswe ise des Vektors P EX31A. 

Das erfindungsgemaBe Plasmid kann durch den -Lambda-Promoter ( Pl i 
und/oder durch die Shine-Dalgarno-Sequenz der Polymerase des 
Bakteriophagen MS2 gekennzeichnet sein. 

Bei dem erf indungsgemaBen Plasmid .kann das erste Cistron 
zwischen dem Start- und dem Stopkodon die Sequenz oder eine 
Teilsequenz der Polymerase des Bakteriophagen MS2 aufweisen. 

Das erfindungsgemaBe Plasmid kann durch einen interc i stronischen 
Bereich von 1 bis 50, insbesondere 1 ; bis 10 and beispielsweise 
etwa 5 Kodons gekennzeichnet sein. 

Bei dem erf indungsgemaBen Plasmid kann das zweite Cistron etwa 3 
bis iO Basen umfassen. 



It 
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Bei clem erf indungsgenia'flen Plasmid sann cias mindesrens eine Stop- 
kodon von ciem DNA-3ereich. der FKA kodiert , unmittelbar folgen 
Oder durch einen Spacer mir em "5 bis 100. insbesondere erwa 10 
bis 50 Basen gecrenni sein. 

Bei aiien diesen Piasmiden kann aer DNA-3ere ich . der FHA ko- 
dier^, an den Hauptkodongebrauch bei E. coii angepaSt sein, ins- 
besondere hinsichtiich ein oaer mehrerer Kodons . die den N-ter- 
minaien FHA-3erich reprasentieren, beispieisweise gemaS Fig. 2D 
oder gema3 der foigenden Sequenz: 

i 

ATGAACACCAACCTTTATAGACTTCTA I i 1 1 LI CATCT CCSA 
^CrTgrGGTTCGAAATATCTGAACATAAAAGAGTACACCCr 

r t t i t i t t 1 1 ft 



GemaS einer weireren Ausiuhrungsiorm der Erfinaung wira e-m 
Plasmid zur Expression von FHA in Escherichia coii oder Salmo- 
nella i insoesondere Salmonella ryphimurium i vorgesenen. das da- 
durch gekennzeichne: 1st- da* es sich urn ein Plasmid :ur Ex- 
pression" von S trukzurgenen nanaei: . das 

- den aipE-Transia-uionssuar-.bereich von Escherichia coii una 

- einen DNA-3e-reich umf ai3*c . der FHA kodier*:. 

Diesem DNA-3e re icn , aer FHA kodier- . kann der bvg-Locus von 3 . 
percuss is fehien. 

Das erfinau-ngseemafle Plasmid kann dadurcn geKe^nzeicnne: sein. 
aai3 es aus ?JLA 502 ;^ons:ru:er: vorden isz . 

Bei aem erfindungsgeaaflen Plasmid kann in Leserichtuna hinder 
dem atpE-Transiationssrarzbereicn von E. coii em LmKer 
vorgesenen sein, in aen der DNA-3ereich emgefug- is* oaer auf 
den der DN'A-Bereicn foigr. der FHA koaier^. 

D.abei ka-nn es sicn urn den Linker von Figur 2 3 nandein. Auch 
kann bei dem erf incungsgemaoen Piasmia vor aem DNA-3ereicn. ae: 
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FHA kodierr. ein Linker gema* Figur 2 B unci hinder diesem DNA- 
Bereich ein Linker gemaB Figur 2 E vorgesehen sein. 

Das ^finaungseemafle Piasmici kann ferner dadureh gektnnzeichnet 
sein, da* oei dem DNA-3ereich. der FHA kodier^. der.jenige Unrer- 
bereich. der N-terainai die erste bis maximal die funfsennte 
Amlnosaure kodierz . gegeniiber dem FHA-Wiidryp nodifizier-. isz. 
ohne die Ammosauresequenz des Wiidtyps abzuandern. 

Wiederum kann be: alien diesen Plasmiden der DNA-3ereich. der 
FHA kodierr, an den Haupwodongebrauch bei E. coii angepaAt 
sein. insoespndera hmsichziich em oaer menrerer Koaons. aie 
den N-terminaien FHA-Bereich reprasentieren. beispieisweise ?e 
maS Fig. 2D oder gemaS der foigenden 5equenz : 



. H K T N T. T R J_** _ T.TTT 

ATGAACACCAACCrrrATACACTTCTATTTTCrCATCrrcCA 

tvi f*r TTrrr^rrTtSIAAATATC ^AACATAAAAGAGTACA,GGs. * 
~, i \ ! i t tttt t t 
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Erf indungsgemaB wirci eine effiziente unci airekte Expression von 
nicht-fusioniertem FHA in Escherichia coli vorgesehen. Die bio- 
logische Abtrennung von FHA von ancieren virulenten B . -pertussis 
Determinanten, die dadurch erreicht wird, bietet eine Losung 
hinsichtlich des Problems, daB FHA-Prapar at ionen mit anderen 
viruienten Bordetella-Determinanten verunreinigt sind. Die Ex- 
pression von FHA in E. coli lost auch die Schwierigkeiten, die 
mit dem Ferment ieren grol3er Mengen des heikien iangsam vacnsen- 
den humanen Erregers verbunden sind. 

Ferner wird erf indungsgemaB die Expression von FHA in Salmoneii 
typhimurium aro A erreicht. Die Konstruktion eines Lebend- 
Irapf stof f tragerstamms dieser Salmonella Subspecies, die 3.- 
pertussis-Antigene exprimiert, kann dazu fuhren. oraie Impf- 
stoffe gegen Keuchhusten vorzusehen, die sowohi eine mukosale 
als auch eine systemische Immunitat stimuiieren. Damit dffnen 
sich neue Perspektiven fur die Entwickiung sowohi von Unterein- 
heit-Impf stof fen als auch von Gesamt-Impf stof fen und fur die 
Verwendung gereinigter Antigene bei der Entwickiung von Kits fii 
serodiagnostische oder epidemiologische Studien uber Keuch- 
husten . 

Gem a (3 weiteren Aus f uhrung s f ormen der Erfindung werden E . :o*: 
und Salmonella, beispieisweise Salmonella typhimurium, als Wirt 
fur ein erf indung sgeraaBes Plasraid vorgesehen. 

Nachstehend wird die Erfindung anhand experiment eiier Daten und 
Figuren naher eriautert . Es zeigen-; 

Figur 1 die Hersteilung von FHA in e mem Zwei-Cistron-System; 

Figur 2 die Konstruktion eines Plasmids fiir die direkte Ex- 
pression von FHA; 

Figur 3 die direkte Expression von FHA in E.'coii und in Salmo- 
nella typhimurium aro A. 

Das Cosmid pRMB2 \~) enthalt die genetische Information, .ale di 
Aminosauren des fhaB-Gens kodiert (5, Si. Eine Kom- 
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plementierung dieses Gens mit dem bvg-Iocus , der posxtxv dxe 
FHA-Expression in B. pertussis regulxert, fuhrt nxcht zu sexner 
Expr-sion in E. coli. Es wurden 2 wex ver.chi.den. Strategxen an- 
gewandt, urn eine effiziente Expression von FHA in E. coix zu er- 
reichen . 

Zwei-Cistron-Sytem 

Ublicherweise bedient man sich der P EX3 1 -Plasmxd-Klonxerre ihe 
(8 ), urn Genfusionen mit den ersten 98 Amxnosaureresten aes NH 2 - 
Terminus des Replikaseprotexns des Bakter iophagen MS2 zu errex- 
chen, dessen Expression durch den Lamoda-P, -Promotor kontrol- 
liert wird. Es werden FHA Genfusionen in pCGIT i Aminosauren 38. 
bis 1670), PCG22 (Aminosauren 1670 bis 3241) and P CG24 . I Amino- 
sauren 2028-3241) gebildet. Diese Genfusionen werden benutzt. urn 
die Region dar zustellen , die das Epitop (Aminosauren 16,0 bxs 
9028) enthalt, das von dem monoklonalem Antikdrper P12H3 (9) er- 
kannt wird, das benutzt wird, urn exne FHA-Expressxon zu ermxt- 
teln. Es wird ein Zwei-Cistron-System zur FHA-Produkt xon verwen- 
det, das nicht mit der MS2-Polymerase fusxoniert xst, urn sicn xn 
vorteilhafter Weise des effizienten Lambda-Px -Promoters und aer 
hohen ribosomalen Translatxonsxnxtxatxonsrate der MS2-Poiymerase 
Shine-Daigarno-Sequenz zu bedienen. Bexm Klon P CG16 wird aas 8 , 4 
kb SohI-SphI-DNA-?ragment, das die Aminosauren 16 oxs 28=3 *o- 
diert, <n Leserichtung hinter dem TAG- 5 topkodon kloniert, das an 
de~ ^vbal-Stelle der Mehrf achklonierstelle (multiple clonxng 
site) des Vektors pUClSNotl vorliegt. Dxeses Stopkodon ixegt xm 
Leserahmen mit der MS2-Sequenz von pEX31A. Die intercistromscne 
Region hat eine Lange von 15 Nukleot xden ; nach t ranslat xonaxer 
Termxnation am TAG-Stopkodon tibertragt das Ribosom unmxttelbar 
zum^TG-Startkodon innerhalb der SphdI-Stelle des FHA-Fragments ; 
die Translation des zweiten Cistrons beginnt. Danach wird die 
Translation an dem doppeltem Stopkodon ( TGA-TGA ) abgebrocnen, 
das im Plasmid vorliegt; vgl . Figur 1. 
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Direkte Expression von FHA 

Der Expressionsvektor P JLA503 (10), der die hitze- bzw. warmere- 
gulierten Tandemprorao toren Pr und Pl sowie die hochef fiziente 
E . -col i-atpE-Translationss tart region umfaBt, wird mod i f iz iert , 
urn zusatzliche Restriktionsstellen vorzusehen, urn das Subklonie- 
ren des FHA-Gens und die Positionierung der im Leserahmen lie- 
genden Stopkodons fur die Beendigung der Translation zu erraogli- 
chen. Dieses neue Expressionsplasmid wird pJLACGl genannt . Man 
modifiziert die ersten 15 Aminosauren des fhaB-Gens durch 
linkergerichtete Mutageneses urn die zu erwariende RNA-SeKundar- 
struktur um die Ribosombindungsstelle abzubauen, jedoch die 
Aminosauresequenz des zu expr imierenden Produktes zu sichern; 
vgl. Fig. 2. 

Man transformiert die Expressionspiasmide P CG18 (Aminosauren 16 
bis 2853), pCG3 2 (Aminosauren 1 bis 2853) und P CG26 (Aminosauren 
1 bis 3277) in E. coli CAG629 (von Dr. C. Gross), E. coli EC538 
(von Dr J. McCarthy) und E. coli EC876 (von Dr. R. Browniie i una 
in S. typhimurium aro A SL3261 (11). Nach Induktion bei 42 "C 
werden die gesamten Zellextrakte einer Polyacryiamidgel-Elek- 
trophorese unterworfen; man priift die Anwesenheit von rekom- 
binantem FHA nach dem Western-Blot-Test; vgl. Fig. 3. tine maxi- 
male Expression von. FHA in E. coli wird mit EC538 P CG26 er- 
reicht. Dieses Konstrukt exprimiert auch hone N'iwaus von FHA in 
5. typhimurium aro A. Das Plasmid P CG26 exprimiert ein nicht- 
fusioniertes rekombinantes Protein mit einem ungefahren Moieku- 
largewicht von 220 kD . Dieses Protein deckt die kodierenden Se- 
quenzen von FHA ab , die zur Expression aller Epitope erforder- 
iich sind, die bei der Immunantwort gegen Wildtyp-FHA erkannt 
werden . 
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Experimentelle Daten in Verbindung mit Figur 1: 
FHA-Produktion in einem Zwei-Cistron-System. 

(A) Der Bereich, der das Epitop kodiert, das von dem raonoklona- 
len Antikdrper P12H3 (von Dr. C. Parker) erkannt wird, ist 
durch den schwarzen Balken dargestellt. Schattierte Balken 
entsprechen der f haB-Gen-Sequenz , die durch P CG22, P CG24 und 
pCG17 in Form von Fus ionsproteinen oder im Zwei-Cistron- 
System (pCG16) kodiert wird. Das Pluszeichen und das Minus- 
zeichen reprasent ieren die Anwesenheit bzw. Abwesenheit ei- 
ner Reaktion auf die Proteine, die durch Klone mit dem mono- 
klonalen Antikdrper P12H3 oder ein polyklonales Anti-FHA-An- 
tiserum in Western-Blot-Tests anfallen. 

(B) SDS-PAGE von Gesamt ze llext rakten , die mit Coomas ie-Blue an- 
gefarbt worden sind. St.reifen 1: Molekulargewichts-Stan- 
dards; Streifen 2 bis 6: E. coli 537( P CI 857**) mit einem 
Gehalt an P CG24, P CG22 , pCGIT, P CG16 bzw. P EX31A; Pfeile 
weisen auf die Haupt f usionsproteine hin. 

(C) Western-Blot-Analysen unter Verwendung des monoklonalen An- 
tikdrpers P12H3. Streifen 1: Moiekuiargewichts-Marker ; 
Streifen 2: gereinigtes FHA von B. pertussis ( Tohama-Stamm ) ; 
Streifen 3 bis 7: E. coli 537 (pCI857TS> mxz einem Gehalt an 
P EX31A (Steifen 3), pCG22 (Streifen 4 und 5), pCG16 (Strei- 
fen 5 und 6). Fur die Streifen 4 und 6 wurde 30. min. lang 
induziert, wahrend bei den Streifen 3, 5 und 7 2 h lang in- 
duziert wurde. 

(D) Western-Blot-Analysen unter Verwendung von polyklonalem 
Antiserum gegen FHA. Streifen 1: Molokulargewicht s-Stan- 
dards; Streifen 2: gereinigtes FHA von B. pertussis; Strei- 
fen 3 bis 11: E . coli 5 3 7 ( pCI85 7* s ) mit einem Gehalt an 
P CG24 (Streifen 3 und 7),- P CG22 (Streifen 4 und 8), P CG17 
(Streifen 5 und 9), P CG16 (Streifen 5 und 10), pEX31A 
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(Streifen li;. 3ei den Streifen 3 bis 6 wurde 30 rain, Iang 
induziert, wahrend bei den Streifen 7 bis 11 2 h iang mdu- 
ziert wurde. Molekulargewicht s-S tandards GrbBen in kD > smd 
durch Pfeiie bezeichnet , 

(E) -Graphische Dars t eliung des Zwei-Cistron-Sysiems im Kion 
pCG 1 6 . 



Experimentelle Daren in Verbmdung mit Figur 2: iConstrukiion von 
Plasraiden fur die direkte Expression von FHA. 

(A) Expressionspiasmid pJLACGl , das die Lamoda-Promotoren Pa und 
Pi in Tandem- Anordnung ( schwarze Pfeiie ; , den atpE-Trans- 
lationsinitiations-3ereich (schwarze Streckeni, den FD- 
Transscriptions-Terrainator, das i3-Lactamase-Gen und die 
Ndel /Sail-Mehrr achklonierstelie i MCS i umf aBt . 

(B) Sphl/Sall-Linker , der zum Modif izieren der Menrf achkionier- 
Steile von pJLA503 verwendet wurde. urn pJLACGl zu konstruie- 
ren und ein Subkionieren verschieaener DNA- Fragment e fur 
eine Kiomerung von FHA im Expressionspiasmid zu 

erradgi ichen . 

( C ) und i D ; 

L'rsprungiiche Kodierregion iC) una modi: izierte Koaierreg ion 
(D) des Ndel/Sphl-Linkers . Die -Nukieoiidsequenz des N-termi- 
naien FHA-3ereichs ist in der Ein-Buchstaben- 5cnr e i bwei se 
w.iedergegeben . Die Nde I-Rest r ikt ionsstelle ( CATATG ) und die 
Sphl-Restriktionssteiie ( GCATGC smd naher oezeknne:. Ba- 
senpaar-Veranaerungen , die Unterschieden zwiscnen aer ur- 
sprunglichen Nukieoiidsequenz una dera synthet i schen Oiio- 
nukleotid-Linker Ndel/SphI entsprechen, sind aurch kieme 
Pfeiie bezeichnet, wobei die groiien Pfeiie einen Teii des 
atpE-Translat i ons in i t iat ions-3ere ichs fortiuhren, der von 
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Expressionsplasmid pJLA503 kodiert wird. F.rner i.t die RNA- 
Stabilitat +/- 50 Basen vom ATG-Startkodon aus angegeoen. 

E) Sphl/EcoRI-Linker fur pCG32. 



Experimented Daten in Verbindung mit Figur 3: Direkte Expres- 
sion von FHA in E • coli und Salmonella ryphimurium arc A 

Graphische Darstellung der Klone P CG26, P CG18 und P CG32 zur 
Expression von FHA. Die Anwesenheit oder Abwesenn.it des 
Mdel/Sphl-Linkers ist durch schwarze Balken gegeben. Scnat- 
tiert. Balken entsprechen der f haB-Gensequenz , die durch 
PCG26, pCGl 8 und P CG32 kodiert wird. Das Niveau der FHA-*x- 
pression, das durch Western-Blot-Analysen »it dem monokxona- 
len Antikorper P12H3 besti-nmt wurde , reicht von genngem Ni- 
veau (+/-> bis zu intensivem Niveau (+++)• 



in ri i Western-Blot-Analysen un- 

(B) Gesamtzellextrakte von Klonen, die western 

„ , „ .-..pifen 1- Molekulargewichts-Standards ; 
terworfen wurden. btreiien x. - IV -' -■- 

St-eifen 2: Gereinigtes FHA; Streifen 3: B. pertussis i Stamm 
Tohama); Streifen 4 bis 7: E. coli CAG629 mit emem Gehait 
an oJLACGl, P CG18, P CG32 und P CG26 ; Streifen 8 bis 10: t . 
coil 876 mit einem Gehait an P CG18, P CG32 una P CG26 ; Strei- 
fen 11 bis 13, E . coli EC538 mit einem Gehait an P CG18, 
P CG32 und PCG28: Streifen 14 bis 17: Salmonella typhimurium 
aro A SL3261 mit einem Gehait. an pJLACGl , P CG18, ?CG26 und 
pCG3 2 • 



it 
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Lebendmaterial ere . 

£. coli 537lpCI857 TS ) 
CAG 629 
EC 5 38 
EC 87 6 

S. typhimurium aro A SL 3261 
B- pertussis (Tohama-Stamm) 

MS 2 

Lambda Pl 

p CG 16 
p CG 17 
p CG 18 
p CG 22 
p CG 24 
p CG 26 
p CG 32 

p EX 31 

p EX 31A 

p J LA 50 3 

p J LA CG 1 

p UC 18 Nor I 

p RMB 2 



Lirerarur oder Quelle 
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1. Plasmia zur Exoression von FHA in Escnencnia co'n oaer Sal- 
monella (insoesonaere Salmonella cypni murium i . aaaurcn ge- 
kannzwiehnmi:. aafl es sic.n urn em Plasmia rur Exoression von 
Strukturgenen handelt und aas Plasmia 

- einen DNA-3ereich umfaGt, aer FHA koaiers, und ferner 

- em oaer menrere Kooons dieses DNA-3ereicns an den Hauorxodon- 
gedraucn (Major Codon Usage) bei E • col" angeoaSt sind. 

>. =1asmid nacn Ansorucn t, aaaurcn gekennzeichnat. aa.3 em oaer 
menrere Kodons, aie aen N-«nninalen FHA-3ereic.n reorasen: eren . 
angeoaQt sma. 

3. Plasmia rur Exoression von FHA ;n Escnencma so TV" oaer Sal- 
monella (insoesonaere Salmonelle v/cn i mur - urn > . aaaurcn gexenn- 
zeichnet, aa<3 es sicn urn ein Plasmic zur Exoression von Strux- 
■curgenen handelt. una aas Plasmia 

- eine DNA-3ereicn umfaQt. aer FHA .<oaier-. una ferner 
. - aeriN-terminale FHA-3ereicn aurcn aen ONA-Jnzeroerei cn gemaS 
Fig. 2D oaer aen folgenaen DNA-Unieroersicn reorasenni er: 
wi ra : 



i 

M H r N I T R 



ATGAACACCAALL* 1 1 A 1 AU ACTIXTTATTTTCfCATCrCCCA 
mC^TCTCrrTOTAAATATCTCAACATAAA ACAGTACAGGCr 

I i i I I I I t 1 1 I ' 
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^. P lasrrna zur Exoression von FHA i n Escnencma con oaer Sal- 
monella i i nsDesonaere Salmonella LVDhimunum), dadurcn ge- 
kennzeichnet. caf3 es sicn urn ein Plasmia zur Exoression von 
Sirukiurgenen nanaeit und das Plasmia 

- emen DNA-3ere i c.n ; der FHA Koaier:, sowie 

- in Lesencntung vor aiesem DNA-Bereicn :wei Ciscrons aerar: 
umfaBc. dai3 aas R:bosom am Staruoaon aieses DNA-Bereicns i er 
neuL i mit Translation oegmnL. 

5. Plasmia zur Exoression von FHA in Escnencma col', oaer Sal- 
monella Mnsbesonaere Salmonella typmmunum; mi" den foigenaen 
Merkmalen in Lesencniung: 



- Promoter, 

- Shi ne-Dal garno-Sequenz , 

_ Erstes Cistron, oegmnena mi t emem Startkoaon una enaena mil 
einem Stookoaon. 

- Interci sirom scher Bereich, 

- Zweites Cistron. oegmnena mi t oaer oestenena aus einem Stoo- 
koccn . 

- DNA-Bereicn . der FHA kodiert. una 

- mi naestens ein SioDKOdon. 

6. ' Plasmia nacn Ansorucn a Oder 5, aacurcn gekennzei chnet. cai3 
aem DNA-Bereicn. aer FHA Koaiert. .aer ovq-locus von 3. oertussis 
fen 1 t . 

7. Plasmia nacn einem aer vernergenenaen Ansorucne, konstruier- 
dar unier Verwenaung eines oEX-Vektors. oe i so i e 1 swe i se aes VeK- 
tors oEX31A. 

3. Plasmia nacn einem aer vomergenenaen Anscrucne. gekennzeich- 
net aurcn aen Lamcca- 3 rcmotor i Pl ; . 
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9 Plasmio nacn einem oer vornergenenoen Ansorucne. geKennze i ch- 
net aurch die S hine-Dal garno-Seauenr aer Polymerase aes BaK- 
tenoonagen MS2. 

,0 =lasm,a nacn en nam aer vornergenenoen Ansorucne. aaaurcn ge- 
Kennzeichnet, da S oas ers.e Cstron zvnscnen aem Sun- una =» 
StooKcaon ,,. seauenz oaer e,ne Te,,seauenz aer Polymerase aes 
BaktenoDnagen MS2 aufweist. 

n o laS m ia nacn einem aer vornergenenoen Ansorucne. 
geKennzeicMnet durcn einen mwrcistroniscnen 3ere.cn von , ois 
50. insoesonoere 1 bis 10 una dei so i e 1 swei se eiwa 5 Koaons. 

12 PI asm, a nacn einem aer vornergenenoen Ansorucne. aaaurcn ge- 
k .nnze1*m.t. da(3 oas zwei.e Cisxron e.wa 3 bis 0 Basen umfaBr. 

13 Plasmid nacn einem aer vornergenenoen Ansorucne . aaaurcn ge- 
Rennzeicfinet, aa(3 oas minaes-.ens eme stooKoaon aem DNA-Bereicn, 
de r FH A kodierx, unmi«e1bar folgr oaer aurcn emen Soacer mnz 
etwa 5 bis 100, insbesonaere etwa 10 bis 50 Basen getrenn-. is-.. 

14 Piasmid nach einem aer vornergenenoen Ansorucne. zusa^z^cn 
gekennzeichnet durcn one Merkmale gemaB Ansoruch i. , oaer o. 

15. Escherichia col-, . umfassend em Plasmio gemaB einem zer An- 
sorucne i bis i^-. 

15 . Salmonella. D e i so i e 1 swe i se Salmonella .yommurium. umfassend 
ein Plastnid gemaB einem der Ansorucne 1 bis U. 

1. Piasmid zur Exoression von FH A in Escherichia col i oaer Sal- 
monella (insoesonoere Salmonella -.yonimuri urn , . aaaurcn ge 
Rennzeichnet. daB es sicn urn ein Plasmio zur Exoression von 
Struk uurgenen hanaelw. aas 

' - oen awE-Transla-ionssianbsreicn von Sscnencnia col: unc 
- emen DNA-3ereich umfaBt, aer FHA Koaiert. 
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18. Plasrma nacn AnsDrucn 17. aaaurcn gekennzei chnet. aai3 aem 
DNA-3ereicn, der FHA Koaieru, aer ovg-iocus von 3. oerzussis 
fehlt. 

19. Piasmid nacn Anscrucn 7 oaer 3, aaaurcn gekennzeichnet. aai3 
er aus pJLA 503 Kons^ruien woraen isi. 

20. Plasmia nacn emem der AnsDrucne 7 bis 9. aaaurcn gekenn- 
zeichnet. daB in Lesenchtung hinter aem atDE-Trans i a:" onsszar:- 
bereich von E. coli em Linker vorgesenen is:, m aen aer DNA- 
Berei-ch eingefugr is* Oder auf den der DNA-Berei cn folgt,. aer 
FHA koaierr. 

21. Piasmid nacn Ansorucn 20. gekennzei chnet aurcn den Linxer 
von- Fi gur 2 3 . 

22. Piasmid nacn Ansorucn 20, aaaurcn gekennzei chnet. aaG in ls- 
sencntung vor aem DNA-3ereich ? aer FHA Kocier:. em _mKer ge- 
maB Figur 2 3 una hinter dem QNA-3ereich em dinner gemaB = igur 
2 E vorgesenen is~. 

23. Piasmid nacn emem aer Ansorucne " 7 b'.s 22. aaaurcn gekenn- 
zeichnet. daB bei aem DNA-3ereich. aer -HA *oa 'er:. aerjemge 
Unieroereicn, aer N- terminal die ersze cis max - ma 1 ,c.i e funf- 
:ennie Ammosaure koaiert. gegenuber aem FHA-wi iglvc mcc ':ier: 

cnne die Ammosaureseauenz aes w- _:atycs aczuanoern. 



24.. Piasmid nacn Ansorucn 22. zusax: ; icn gekennzei chnet aurcn 
aie HerKma le gemaB Ansorucn 1. 2 oaer 3. 

25. E . coll. umfassena em Piasmid gemaB emem aer Ansorucne 
bis 24. 

25. 5a imcne lia. oeisoie isweise Salmonella ^yDrnmunum. umfassenc 
em Plasmia gemaB emem aer Ansorucne *7 ois 2-. 
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Figur 2 (Blatt 1) 
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Pigur 2 (Blatt 2) 



B 



D 



Sohi / Sail -Linker 
Ndel Spill Bglll EcoRI 2 2 Spal Sail 



5' CATATGGCATC^AGCATGCAGATCTGGAATT^T^T^^^C^i^ 2| 
3' rrrATACm^CTCGTACCrrCTAGACCTrAAGTATTATTC^TT^^GCTC - 



Q urspriingliche Kodieraequenz 



RNA-Sta- 

biiitat 

(kcat/mot) 



SphI 



atoETIR 

Ndal 

' h'n-TNLTRLVFSH V R G M 
5' CATATGAACACGAACCTGTACAGGCTGGTCrrTCAGCCATGTTCGCGGCATGC 2' 
3' GTATACTTGTGCTTGGACATGTCCGACCAGAAGTCGGTACAAGCGCCGTACG 5' 

t t t » t t 1 1 1 r f i 



Ndei / Soni -Linker 



atpe T1R 



Ndel 

! ! - 

H M T M L T R L V r S 3 V 3 5 H 
5' C^ATGAACACCAACCTTTATAGACTTGTATTrrCTCATCTCCGAGGCAT^ 3' .1.5 
3' GTA ^CTTGTGGTTGGAAATATCTGAACATAAAAGAGTACAGGCTCCZ rrACG ^ 

[ f t f t t f t t t ?! 



p. Q* 

; O O 

Sphi / EcoRJ-Linker ^ g 
SphI Xbal BamHI ScoEI 

I ! ! ! ! III! 

5' G CATO CTCTAGAGGATCCTG AATTC ATAATAA 3' 
3' CCTACGAGATCTCCTAGGACTTAACTATTATT 5' 
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Figtir 3 (Blatt 1) b/^ 
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